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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA IN CILJI 
Bolezni trsnih rumenic (Grapevine yellows, GY) se pojavljajo na mnogih vinorodnih 
območjih po celem svetu in povzročajo ekonomsko škodo z zmanjšanjem donosa. 
Povzročitelji bolezni so bakterije brez celične stene imenovane fitoplazme (razred 
Mollicutes), ki so intracelularni paraziti. Sposobne so okužiti rastline in žuželke, ki se 
prehranjujejo s floemskim sokom. Žuželke so glavni vektor, ki prenaša fitoplazme med 
rastlinami v naravi, prenos pa je mogoč tudi s klonskim množenjem in cepljenjem (Weintraub 
in Beanland, 2006). 
Fitoplazme v taksonomske skupine razvrščamo glede na zaporedje 16S RNA (Lee in sod., 
1998), v Sloveniji pa sta pomembna dva tipa. Podskupina 16SrV-C je znana kot tip 
Flavescence dorée in povzroča bolezen zlate trsne rumenice. V EU ima status karantenskega 
škodljivega organizma, v Sloveniji je bila prvič potrjena leta 2005 v Ankaranu (Seljak in 
Orešek, 2007). Bolj razširjen in za Slovenijo gospodarsko pomembnejši pa je tip 16SrXII-A 
poimenovan Candidatus P. solani, ki povzroča bolezen počrnelosti lesa (Bois noir, BN). Ta je 
bila potrjena primorskem leta 1997 (Seljak in Osler, 1997), čeprav se bolezni trsnih rumenic 
pri nas pojavljajo že od leta 1983 (Maček, 1986, cit. po Petrovič in sod., 2004). 
Bolezenska znamenja bolezni trsnih rumenic so si med seboj zelo podobna, čeprav jih 
povzročajo različne fitoplazme. Pogosto na obolelih trtah opazimo neenakomerno rumenenje 
pri belih sortah in rdečenje pri rdečih sortah, nekrozo rumenega listnega tkiva, zvijanje listov 
navznoter, prekrivanje listov na okuženih poganjkih, črne mehurčke na zelenem lubju, 
odmiranje vršičkov in poganjkov, nerazvite cvetove, sušenje grozdnih jagod in odmiranje 
celih skupkov, trdo, krhko strukturo listov na obolelih poganjkih, novi poganjki pa slabo, ali 
sploh ne olesenijo (Hren in sod., 2009). 
Trenutno bolezni trsnih rumenic obvladujemo predvsem s preprečitvijo in omejitvijo, ki pa sta 
težavni zaradi žuželčjih prenašalcev in rezervoarjev fitoplazem v nekultiviranih rastlinah, teh 
namreč ni mogoče nadzirati (Weintraub in Beanland, 2006). Da bi razvili pripravke za 
tretiranje že okuženih rastlin, je potrebno boljše poznavanje biologije samih fitoplazem in 
interakcij z njihovimi gostiteljskimi rastlinami. Pomemben del teh interakcij so virulenčni 
dejavniki oz. efektorski proteini, s katerimi fitoplazme spreminjajo morfologijo in fiziologijo 
rastline na tak način, da si izboljšajo fitnes (Hogenhout in sod., 2008). Največ raziskav 
fitoplazemskih efektorjev je narejenih na 'Ca. P. asteris'. 
Cilj diplomske naloge je bil s pomočjo konfokalne mikroskopije preučiti šest domnevnih 
efektorskih proteinov fitoplazme 'Ca. P. solani', označenih s fluorescentnim proteinom, ki so 
jih odkrili sodelavci Avstrijskega inštituta za tehnologijo s pomočjo bioinformatske analize 
genoma te fitoplazme. Sodelavci Nacionalnega inštituta za biologijo so sekvence teh 
efektorslih proteinov vstavili v binarni vektor, ki je omogočil spoj sekvence efektorja s 
sekvenco rumenega fluorescentnega proteina (EYFP). Tako pripravljene konstrukte 
Strah R. Analiza potencialnih efektorjev fitoplazme 'Candidatus Phytoplasma solani'… Nicotiana benthamiana. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
2 
potencialnih efektorjev smo z metodo prehodne transformacije izrazili in planta v rastlinah 
Nicotiana benthamiana in izražanje spremljali s konfokalnim makroskopom. Za tak sistem 
smo se odločili, ker ista fitoplazma okužuje tudi rastline iz družine Solanaceae, kamor spada 
N. benthamiana, in ker je ta rastlina dobro preizkušen eksperimentalni sistem za prehodne 
transformacije. Trenutno prehodna transformacija rastlin vinske trte na Nacionalnem inštitutu 
za biologijo še ni uvedena.   
Na podlagi proteinskega gradienta smo poskusili ugotoviti, ali domnevni efektorji fitoplazme 
'Ca. P. solani' z difuzijo potujejo med celicami, hkrati pa smo poskusili difuzijo tudi 
vizualizirati z opazovanjem rastlinskih celic. 
1.2 PREGLED LITERATURE 
1.2.1 Splošno o fitoplazmah 
Fitoplazma je splošno ime za nehelikalne prokarionte brez celične stene, ki živijo v 
rastlinskem floemu in hemolimfi, črevesju ter žlezah slinavkah žuželk. V in vitro aksenični 
kulturi so jih prvič uspeli vzgojiti Contalido in sod. (2012), česar drugim raziskovalcem ni 
uspelo ponoviti, zato so zaenkrat uvrščene v takson Candidatus Phytoplasma (IRPMC, 2004) 
dokler njihova biološka karakterizacija ne bo popolna.  
Zaradi intracelularnega obligatnega parazitnega načina življenja, So fitoplazme izgubile 
veliko osnovnih metabolnih poti in imajo posledično enega najmanjših genomov med 
bakterijami (600 - 900 kbp). Oshima in sod. so leta 2004 sekvencirali genom 'Ca. 
Phytoplasma asteris' (sev OY-M), ki povzroča bolezni čebulnih rumenic) in ugotovili, da 
imajo reduciran nabor genov. Podobno, kot mikoplazmam, tudi fitoplazmam manjkajo geni za 
biosintezo aminokislin in maščobnih kislin, geni vpleteni v cikel citronske kisline ter geni 
vpleteni v oksidativno fosforilacijo. Za razliko od mikoplazem pa jim manjkajo še geni za 
fosfotransferazni sistem, metabolizem UDP-galaktoze v glukozo-1-fosfat in za pentoza 
fosfatno pot. Manjka jim večina genov za sintezo nukleotidov, z izjemo poti za njihovo 
recikliranje, pa tudi geni za podenoti tipa F0F1 ATP-sintaze, ki je nujna za pridobivanje ATP s 
pomočjo protonskega gradienta. Sinteza ATP je torej večinoma odvisna od glikolize. Prisotno 
je bilo veliko število genov za transportne sisteme (za malat, kovinske ione, in aminokisline). 
Fitoplazme torej iz gostiteljske celice masovno črpajo njene metabolite, kar zmoti njeno 
metabolno ravnovesje. V genomu pa niso odkrili nobenega do takrat poznanega virulenčnega 
gena, kar je nakazalo, da na virulenco poleg motenja metabolizma vpliva tudi do takrat še 
nepoznan mehanizem. Danes vemo, da bolezenska znamenja povzročajo tudi fitoplazemski 
efektorski proteini, ki jih izločajo neposredno v citoplazmo gostiteljske celice (Bai in sod., 
2009). Kasneje so uspešno sekvencirali še druge genome fitoplazem: 'Ca. P. asteris' seva AY-
WB (Bai in sod., 2006), 'Ca. P. australiense' (Tran-Nyugen in sod., 2008), 'Ca. P. mali' (Kube 
in sod., 2008), ‘Ca. P. australiense' seva SLY (Anderson in sod., 2013), fitoplazme 
grmičavosti in zakrnelosti koruze MBSP (Orlovskis in sod., 2017), fitoplazme grmičavosti 
arašida PnWB (Chung in sod., 2013) in fitoplazme modre pritlikavosti pšenice (Chen in sod., 
2014). Veliko sevom so napravili tudi osnutke genomov. 
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1.2.2 Fitoplazemski efektorski proteini 
Hogenhout in sod. (2008) so definirali efektorje kot vse patogene proteine ali majhne 
molekule, ki spremenijo strukturo in funkcijo gostiteljske celice. Te spremembe lahko 
olajšajo okužbo rastline, usmerijo njen metabolizem v korist patogena ali pa olajšajo njegovo 
širjenje, glavni namen pa je povečanje fitnesa patogena (Alfano in Collmer, 2004). Za razliko 
od ekstracelularnih patogenov, ki morajo efektorje dostaviti v rastlinske celice s pomočjo 
posebnih organov (npr. stileta ogrčice) ali transportnih sistemov (sekrecijski sistem tipa III v 
bakterijah, negativnih po Gramu), lahko fitoplazme efektorske proteine izločajo neposredno v 
citoplazmo gostiteljske celice s pomočjo sistema sec, podobnega sistemu sec v Bacillus 
subtilis (Kakizawa in sod., 2001). Da pa se protein lahko izloči po proteinski poti, odvisni od 
sec, potrebuje N-terminalni peptid, ki se ob prenosu čez membrano odcepi in nastane zrel 
protein brez signalne sekvence (Wickner, 1991).  
Proteini, ki jih fitoplazme izločajo v gostiteljsko celico, so dobri kandidati za efektorske 
proteine. Prepoznamo jih po prisotnosti N-terminalnih sekvenc, potrebnih za translokacijo. Te 
sekvence lahko v mRNA ali proteinskih zaporedjih poiščemo z bioinformatskimi orodji. Bai 
in sod. (2009) so na tak način identificirali 56 potencialnih efektorjev 'Ca. P. asteris' seva AY-
WB in jih poimenovali secreted AY-WB proteins (SAP). Na enem od njih (poimenovanem 
SAP11) pa so prepoznali tudi zaporedje NLS, ki povzroča lokalizacijo proteinov v jedra 
evkariontskih celic in to lokalizacijo tudi dokazali in planta s prehodno transformacijo rastlin 
N. benthamiana s fluorescentno označenim proteinom SAP11. Lokalizacija proteina v jedru je 
nakazovala na morebitno vlogo pri spreminjanju transkripcijskega profila rastlinske celice. V 
nadaljnjih študijah so nato dokazali, da zmanjša ekspresijo lipoksigenaze in s tem zmanjša 
sintezo jasmonatov, rastlinskih hormonov, ki se sprožajo ob okolijskem stresu npr. obžiranju 
in odvračajo žuželke (Sugio in sod., 2011). Podobne bioinformatske pristope za 
prepoznavanje potencialnih efektorskih proteinov so uporabili tudi Hoshi in sod. (2009) na 
fitoplazmah čebulnih rumenic (OY) in Anabetsani in sod. (2017) na sevih sorodnih 'Ca. P. 
aurantifolia'. Anabetsani in sod. (2017) pa so sekvence njihovih potencialnih efektorjev tudi 
primerjali z do tedaj poznanimi sekvencami efektorjev. 
Domnevni efektorski proteini SAP, ki so jih določili Bai in sod. (2009), so imeli molekulske 
mase med 9 in 84 kDa, protein TENGU, ki so ga Hoshi in sod. (2009) identificirali v sevu 
AY-OY 'Ca. P. asteris', pa je imel molekulsko maso 4,5 kDa. V okuženih rastlinah je bilo 
mogoče prisotnost efektorskih proteinov (SAP 11 in TENGU) potrditi izven floemskih tkiv, 
TENGU je dosegel celo apikalne meristeme. To dokazuje, da lahko efektorski proteini 
potujejo po rastlinskih celicah do tkiv daleč od floemskih, iz katerih izvirajo, in tudi tam 
spreminjajo delovanje rastlinske celice. Možen način prehajanja je simplastni transport, tj. po 
plazmodezmah, ki rastlinske celice povezujejo med seboj. Imlau in sod. (1999) so z GFP (27 
kDa) sledili simplastnemu transportu v navadnem repnjaku (Arabidopsis thaliana L.). 
Dokazali so, da lahko GFP potuje po floemskih tkivih (sitasti elementi in satelitne celice), 
doseže pa lahko tudi ponorna tkiva rastline po simplastnem post-floemskem transportu. 
Plazmodezme, ki povezujejo sitaste elemente in satelitske celice naj bi imele mejo velikostne 
izključitve (size exclusion limit, SEL) med 20 in 40 kDa, plazmodezme, po katerih poteka 
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post-floemski transport, pa imajo SEL vsaj 27 kDa. Iz teh podatkov lahko sklepamo, da 
morajo biti efektorski proteini manjši od 27 kDa, da bi lahko potovali po rastlinskem 
simplastu in v ponornih tkivih povzročali bolezenska znamenja.    
1.2.3 Fitoplazma Candidatus phytoplasma solani 
Fitoplazme tipa STOL oz. 16SrXII-A, povezane z boleznijo BN, so leta 2013formalno opisali 
Quaglino in sod. na osnovi nukleotidnega zaporedja in filogenetskih analiz 16s RNA, genov tuf, 
secY in rplV-rpsC ter bioloških lastnosti.  
Prenašalci 'Ca. P. solani' so različne vrste žuželk iz družin Cixiidae in Ciciadellidae. Najbolj 
razširjen je svetleči škržatek (Hyalesthes obsoletus Signoret) (Maixner in sod., 1995), 
Cvrković in sod. pa so leta 2014 dokazali, da je prenos 'Ca. P. solani' na trto možen tudi iz 
škržata Reptalus panzeri, ki drugače prenaša bolezni koruzne rdečice. Svetleči škržatek se 
najpogosteje prehranjuje na njivskem slaku (Convolvulus arvensis L.) in koprivi (Urtica 
dioica L.), na vinski trti pa samo naključno. Vinska trta je za 'Ca. P. solani' gostitelj s slepim 
koncem, saj svetleči škržatek na njej ne odlaga jajčec. Za enkrat še ni dokazov, da se 'Ca. P. 
solani' lahko prenaša med trtami s pomočjo žuželčjih prenašalcev. Njivski slak in kopriva kot 
glavna rastlinska gostitelja 'Ca. P. solani' v naravi predstavljata rezervoar patogena, ki ga 
svetleči škržatek z naključnim hranjenjem prenaša na vinsko trto (Berger in sod., 2009; 
Bressan in sod., 2007). 'Ca. P. solani' je trenutno edina znana vrsta fitoplazme, ki jo prenaša 
svetleči škržatek. Glede na restrikcijsko mesto za HpaII na genu tuf pa lahko 'Ca. P. solani' 
ločimo še na dva tipa. V koprivi najdemo le tip tuf-a, v njivskem slaku pa le tip tuf-b (Lanfer 
in Maixner, 2004), z izjemo enega genotipa 'Ca. P. solani' CPsM4_At1, ki izraža restrikcijski 
vzorec poimenovan tuf-b2, čeprav ga najdemo v koprivi (Aryan in sod., 2014). 
Hren in sod. (2009) so opisali, kako okužba s 'Ca. P. solani' spremeni transkripcijski profil v 
naravno okuženih trtah sorte Chardonnay. Od genov metabolizma ogljikovih hidratov se je 
povečalo izražanje gena za vakuolno invertazo in saharoza sintazo (gena za encima za 
hidrolizo saharoze in sintezo UDP-glukoze in fruktoze iz UDP in saharoze), genom za 
encime, ki pretvarjajo oblike fosforiliranih sladkorjev, in genu za veliko podenoto ADP-
glukoza fosforilaze, ki je pomembna za sintezo škroba. Ta opažanja nakazujejo, da fitoplazme 
spremenijo metabolizem ogljikovih hidratov na tak način, da si s spremembo delovanja 
rastlinskih encimov zagotovijo dotok sladkorjev v fosforilirani obliki, saj same nimajo genov 
za encime fosfotransferaznega sistema. Povišano je bilo tudi izražanje genov vpletenih v 
sintezo in razgradnjo kaloze (polisaharid, ki se lahko nalaga v plazmodezmah kot odziv na 
okužbe in zmanjša njihovo prehodnost), bolj natančno genov za kaloza sintazo in β-1,3-
glukanaze. Povišano je bilo izražanje genov pomembnih za sekundarni metabolizem, 
predvsem flavonolov, antocianinov in taninov ter genov povezanih s patogenezo, kot sta 
osmotin in taumatinu podoben protein. Vsi ti geni se aktivirajo ob prisotnosti biotskih stresov, 
kot so okužbe s patogenimi glivami in bakterijami, ter obžiranju (tanini). Močno pa je bilo 
zmanjšano izražanje 97 genov vpletenih v fotosintezo, kar naj bi bila posledica povratne 
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inhibicije fotosinteznih encimov zaradi akumulacije sladkorjev v listih. Efektorski proteini, ki 
povzročajo bolezenska znamenja značilna za okužbo s 'Ca. P. solani', še niso poznani. 
1.2.4 Metoda prehodne genske transformacije rastlin z Agrobacterium tumefaciens 
Horsch in sod. so leta 1984 prvi opisali uspešno transformacijo in regeneracijo fenotipsko 
normalne rastline Nicotiana plumbaginifolia s pomočjo A. tumefaciens. Ta v naravi povzroča 
rastlinske tumorje, saj na Ti plazmidu nosi gene za sintezo rastlinskih hormonov in opinov, ki 
jih s pomočjo vir genov (na plazmidu) in chv genov (na kromosomu) vstavi v rastlinski 
genom. Regija Ti plazmida, ki vsebuje gene za sintezo rastlinskih hormonov in opinov, se 
imenuje regija T-DNA in ima na levi in desni strani robne sekvence dolge 25-bp. Te določajo 
odsek, ki se bo vstavil v genom rastlinske celice. Ob povišani sintezi rastlinskih hormonov 
zaradi novih vstavljenih genov pride do nenadzorovanih delitev rastlinskih celic in nastanka 
tumorja. Horsch in sod. pa so modificirali plazmid tako, da so vanj vstavili gena za neomicin 
fosfotransferazo II (ntpII) in nopalin sintazo na tako mesto, da sta se ta v rastlinski genom 
vstavila z večjo verjetnostjo, kot tumorski geni. Od tega odkritja dalje so raziskovalci za 
namene genskih transformacij rastlin z bakterijo A. tumefaciens razvili številne vektorske 
sisteme. V glavnem se delijo na sisteme cis, kjer so geni vir in geni, ki jih želimo vstaviti, na 
istem plazmidu in sisteme trans oz. binarne vektorje, kjer imamo gene vir na manjšem, ti. 
pomožnem plazmidu (Bevan, 1984). 
Z metodo transformacije, ki so jo opisali Horsch in sod. (1984), dobimo stabilno 
transformirane rastline, ki imajo tuji gen integriran v genom in ga prenašajo na potomstvo. 
Postopek ni preprost, potrebno je obvladati postopke tkivne regeneracije za izbrano rastlino, 
kar lahko traja več mesecev. Narasimhulu in sod. pa so leta 1996 potrdili, da pri 
agrotransformaciji lahko pride tudi do prehodnega izražanja tujega gena. Celične suspenzije 
tobaka in koruze so prehodno izražale gen gusA 20 do 24 ur po gojenju celic skupaj z A. 
tumefaciens, izražanje pa je trajalo do 72 ur. Kratek čas, ki preteče med skupnim gojenjem in 
izražanjem gena v rastlinskih celicah nakazuje, da pri prehodni transformaciji prihaja do 
izražanja T-DNA fragmentov, ki se še niso vključili v celični genom. Zaradi hitrega izražanja 
tujega gena se raziskovalci pogosteje odločajo za pristop s prehodno transformacijo. Tudi sam 
postopek prehodne transformacije je preprostejši in primeren tako za listne izsečke, kot cele 
rastline. Prvi so prehodno transformacijo s pomočjo vakuumske infiltracije A. tumefaciens 
opisali Kapila in sod. (1996) na listih fižola (Phaseolus vulgaris), Phaseolus acutifolius, 
topola in tobaka, za manjše poskuse pa je primerna tudi infiltracija bakterije v spodnjo stran 
lista s pomočjo brizge. 
Prvotno je prevladovalo mnenje, da je kratko trajanje prehodne transformacije posledica 
kombinacije seva bakterije in rastline. Neprimerna kombinacija naj bi povzročila slabši 
prenos T-DNA v rastlinsko celico. Voinnet in sod. (2003) so dokazali, da je glavni razlog za 
prenehanje prehodnega izražanja transgena mehanizem posttrannkripijskega utišanja genov 
(PTGS). Z njim se rastline (pa tudi drugi evkarionti) branijo pred virusnimi okužbami. 
Bistvene pri tem mehanizmu so siRNA, majhne dvoverižne RNA molekule, ki jih iz daljših 
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dsRNA nareže encimski kompleks DICER (Hamilton in Baulcombe, 1999; Bernstein in sod., 
2001). siRNA se naložijo na encimski kompleks RISC in ga s komplementacijo na 
homologne sekvence mRNA molekul vodijo, da jih le-te razgradi (Hammond in sod., 2000). 
Da bi uspešno potekla virusna okužba, pa so virusi razvili proteine za zaviranje utišanja, ki 
preprečijo PTSG. Voinnet in sod. (2003) so preizkusili sedem različnih zaviralcev utišanja 
proteinov in dokazali, da njihova prisotnost omili utišanje prehodnega izražanja transgena. 
Najbolj učinkovit je bil protein p19 iz virusa grmičavosti in zakrnelosti paradižnika (TBSV), 
ki je za več, kot petdesetkrat povečal nivo izražanja transgena in podaljšal čas izražanja do 
dvajset dni po infiltraciji, ko so listi postali senescentni. 
Prehodna transformacija je mogoča na mnogih rastlinskih vrstah, najlažje pa se izvaja na N. 
benthamiana, katere listna struktura je še posebej ugodna za infiltracijo z brizgo (Wroblewski 
in sod., 2005). N. benthamiana se pogosto uporablja v študijah lokalizacije proteinov, kjer 
opazujemo lokalizacijo proteina v celičnih razdelkih. Z agroinfiltracijo dosežemo 
transformacijo velike količine celic hkrati, kar poveča značilnost rezultatov vzorcev 
lokalizacije, isto rastlinsko tkivo pa lahko uporabimo še za izolacijo proteina in nadaljnje 
raziskave (Goodin in sod., 2008).  
Ker so do sedaj za fitoplazemske efektorje ugotovili, da so lahko tudi v tkivih izven 
floemskih, v katerih izvirajo, morajo biti sposobni z difuzijo prehajati v sosednje celice; 
verjetno skozi plazmodezme. Liarzi in Epel (2005) sta na N. benthamiani razvila orodje za 
spremljanje pevodnosti plazmodezem. Spremljala sta difuzijo GFP, ki sta ga izbrala, ker je 
hidrofilna monomerna molekula, ne reagira s komponentami celice in zato je njegova difuzija 
po celici prosta. Rastlinske celice sta transformirala z metodo biolistike (obstreljevanje z 
mikroprojektili, kot so delci volframa obloženi s plazmidi). Opazovala sta območja, kjer je 
imela ena celica močno fluorescenco, sosednje pa šibkejšo, kar nakazuje na proteinski 
gradient. Območja, kjer je bilo blizu skupaj več celic z enako močno fluorescenco, sta 
zanemarila, saj je tu prišlo do transformacije več celic hkrati in bi difuzijo lahko napačno 
ovrednotila. Posamezno celico s fluorescenco sta poimenovala celica 0, celice, ki so imele s 
celico 0 skupno celično steno, sta poimenovala celica 1, tiste s skupno celično steno s celico 1 
(ne pa tudi s celico 0) pa celica 2. Fluorescenco sta opazovala s konfokalnim mikroskopom in 
jo kvantificirala s programom Scion Image 1.62C. Primerjala sta fluorescenco jeder med 
celicami, ker je bila ta v jedrih enakomerna. Uspešno pa sta opazila proteinsko difuzijo tudi v 
listih, transformiranih z nizko koncentracijo agrobakterije. Dashevskaya in sod. (2008) so 
enako metodo uporabili, da so preučili, kako spremembe naboja in velikosti GFP vplivajo na 
njegovo difuzijo skozi plazmodezme. Lim in sod. (2010) pa so prehajanje z eGFP označenega 
proteina TGB3 iz virusa mozaika cejlonskega zelišča potrdili tako, da so liste liste 
transformirane so z A. tumefaciens opazovali tri dni po infiltraciji, jih shranili v vodi in nato 
iste liste opazovali še tri dni kasneje. 
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1. 3 DELOVNE HIPOTEZE 
- Predvidevali smo, da je mogoče z redčenjem celic Agrobacterium tumefacens doseči 
transformacijo posamezne rastlinske celice. 
- Predvidevali smo, da naj bi efektorski proteini prosto prehajali med rastlinskimi celicami. 
- Predvidevali smo, da bo širjenje efektorskih proteinov med rastlinskimi celicami mogoče 
opaziti v razmerah in vivo  v 16ih urah. 
2 MATERIALI IN METODE 
2.1 IZBOR EFEKTORSKIH PROTEINOV ZA PREHODNO TRANSFORMACIJO 
Preučevali smo šest domnevnih efektorjev fitoplazme 'Ca. P. solani' podtipa BN601, 
označenih kot PoStoSP04, PoStoSP06, PoStoSP13, PoStoSP14, PoStoSP18 in PoStoSP28. 
Sekvence potencialnih efektorjev so sodelavci z Avstrijskega inštituta za tehnologijo pridobili 
z bioinformatsko analizo sekvenc sevov, ki na območjih Avstrije in Slovenije povzročajo 
bolezenska znamenja BN. Analiza je potekala, kot so jo opisali Bai in sod. (2009).  
Da bi ocenili velikost izraženih proteinov, smo sekvence DNA najprej prevedli v 
aminokislinsko zaporede z orodjem ExPASy Translate, uporabljen genetski kod je bil »mold, 
protozoan and coelenterate mitochondrial, mycoplasma/ spiroplasma«, nato pa s pomočjo 
orodja Compute pI/Mw (ExPASy, 2018) določili predvidene velikosti izraženih proteinov. Da 
smo dobili velikost spojenega proteina, smo velikosti domnevnega efektorja prišteli še 
velikost EYFP, ki je 27 kDa. Mesto cepljenja proteina zaradi sekvence sec smo predvideli s 
tremi različnimi orodji (PrediSi z nastavitvijo za bakterije, pozitivne po Gramu (Hiller, 2003), 
PRED-TAT (Bagos in sod., 2010) in SignalIP (Petersen in sod., 2011), z nastavitvijo za 
bakterije, pozitivne po Gramu) in nato ocenili še velikost domnevnih efektorjev, kakršni so v 
rastlini ob naravni okužbi tako, da smo odšteli velikost predvidenih sekvence sec. 
Sekvence efektorjev so sodelavci na Nacionalnem inštitutu za biologijo predhodno namnožili 
z metodo PCR in jih s tehnologijo kloniranja Gateway® (Invitrogen) z vstopnim plazmidom 
(pENTRTM/D-TOPO®) klonirali v ciljni vektor pH7WGY2. Transformirane kolonije so 
namnožili, izolirali plazmid in s sekvenciranjem preverili, da so vstopni plazmidi dobili želeni 
insert v celoti, na pravem mestu in brez mutacij. Tako pripravljene seve A. tumefaciens smo 
nato mi v okviru te diplomske naloge uporabili za metodo prehodne transformacije rastlin N. 
benthamiana in jih opazovali pod konfokalnim makroskopom. 
2.2 PLAZMIDNI VEKTORJI 
Za preučevanje efektorjev smo uporabili plazmidni vektor pH7WGY2, ki se uporablja za 
izražanje proteinov spojenih s fluorescentnimi proteini (Karimi in sod., 2005). Vstavljeni gen 
je spojen z rumenim fluorescentnim proteinom (EYFP) in se izraža pod p35S konstitutivnim 
promotorjem. Za selekcijo v rastlinah ima plazmid dodan gen za odpornost proti higromicinu 
Strah R. Analiza potencialnih efektorjev fitoplazme 'Candidatus Phytoplasma solani'… Nicotiana benthamiana. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
8 
(hyg), za selekcijo v bakterijah pa gen za odpornost proti streptomicinu in spektinomicinu 
(Sm/SpR) (Slika 1). 
Za boljše izražanje tujega gena smo izvedli koinfiltracijo z bakterijami, ki so vsebovale 
zaviralec utišanja p19 v plazmidnem vektorju pBIN61. Ta je tudi vseboval promotor p35S, za 
selekcijo bakterij pa je imel vstavljen gen za odpornost proti kanamicinu. Zeleni fluorescentni 
protein (GFP) smo izrazili s plazmidom pART27 (Gleave, 1992), ki je prav tako imel 
promotor p35S in odpornost proti kanamicinu.    
 
Slika 1: Mapa plazmidnega vektorja pH7WGY2. (Gateway vectors, 2018) 
2.3 PREHODNA TRANSFORMACIJA  
Za prehodno transformacijo smo uporabili tri do pet tednov stare rastline N. benthamiana in 
bakterijje A. tumefaciens seva GV3101 s primernimi plazmidi. Za kontrolo odziva rastline na 
infiltracijo smo uporabili bakterije z plazmidom pBIN61, saj p19 sam po sebi ne daje nobene 
fluorescence, za kontrolo difuzije efektorjev med celicami pa bakterije plazmidom pART27, 
ki nosi zapis za GFP.  
Bakterije smo razmnožili v mediju LB (Tripton 10 g/L, kvasni ekstrakt 5 g/L, natrijev klorid 5 
g/L, pH 7,5) z dodatkom primernih antibiotikov, katerih koncentracije založne raztopine so 
bile 50 mg/mL. Spektinomicin smo redčili do končne koncentracije 75 μg/mL, kanamicin do 
50 μg/mL, rifampicin pa do 20 μg/mL. Najprej smo pripravili 5 mL prekonočne kulture 
(stresanje na 30°C in 200 rpm) in jo zjutraj prelili v 50 mL svežega gojišča. To smo inkubirali 
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pod enakimi pogoji in spremljali optično gostoto (OD) pri 600 nm, dokler ni dosegla 
vrednosti okoli 0,5. Takrat smo kulturo centrifugirali (10 min, 4000 rpm, 4°C), sprali s svežim 
gojiščem in inkubirali na ledu 30 min, nato spet centrifugirali in resuspendirali v 200 mM 
acetosiringonu. Tako pripravljene bakterije smo nato razredčili do primerne optične gostote in 
zmešali kulture s plazmidi efektorjev s kulturami s plazmidom pBIN61 v primernem 
razmerju. Kulture smo za namene enakomerne transformacije redčili do OD600=0,3, ki naj bi 
bila optimalna za enakomerno transformacijo, in pred infiltracijo kulturi s plazmidom pBIN61 
in s plazmidom s posameznim efektorjem zmešali v razmerju 1:1. Za namene transformacije 
posameznih celic smo kulture efektorjev najprej redčili s samim acetosiringonom do OD600=1 
in nato združili s prej pripravljeno kulturo s pBIN61 plazmidom (OD600=0,3) v razmerju 
1:100. Mešanico bakterij smo nato infiltrirali v liste rastlin s pomočjo brizg. Enak postopek 
smo uporabili tudi za kulture s plazmidom pART27. Opazovanje transformiranih rastlin pod 
konfokalnim makroskopom smo začeli tretji dan po infiltraciji. 
2.4 KONFOKALNA MIKROSKOPIJA 
Za opazovanje transformiranih rastlin smo uporabljali konfokalni makroskop (Leica 
Microsystems) in programsko opremo LasX Software. Valovna dolžina zbujanja fluorescence 
EYFP in GFP je bila 488 nm, fluorescenco pa smo zajemali pri valovnih dolžinah od 525 do 
550 nm za EYFP in od 505 do 530 nm za GFP. Pri delu smo uporabljali objektiv s 5-kratno 
povečavo. Povprečenje po slikah (frame average) smo nastavili na vrednost 2. Za slike smo 
uporabljali način z-stack, ki omogoča slikanje v več plasteh po izbranem globinskem 
intervalu in način zajemanja xyzt, ki omogoča zajemanje v rednih intervalih skozi določeno 
časovno obdobje. Izbrali smo časovni interval za zajemanje 30 minut, celotno zajemanje pa je 
trajalo med štirinajst in šestnajst ur. Da bi bili naši rezultati čim bolj podobni realnemu stanju 
v naravi, smo opazovali liste pritrjene na rastlino. To smo dosegli tako, da smo rastlino 
postavili horizontalno in list položili med dve stekleni plošči, vse skupaj pa pritrdili na mizo 
makroskopa.  
3 REZULTATI 
Z bioinformatskima orodjema ExPASy Translate  in Compute pI/Mw (ExPASy, 2018) smo 
prevedli sekvence domnevnih efektorskih proteinov v aminokislinska zaporedja in jim ocenili 
približno velikost. Da bi dobili velikost proteina spojenega z EYFP, smo prišteli 27 kDa, za 
primerjavo velikosti s funkcionalnim efektorjem po okužbi rastline s fitoplazmo v naravi pa 
smo odšteli velikosti sekvenc sec, ki smo jih dobili z bioinformatsko analizo z orodji PrediSi 
(Priloga C), PRED-TAT (Priloga D) in SignalIP (Priloga E, Preglednica 1). Napovedi mest 
cepljenja sekvence sec so se za vse potencialne efektorske proteine ujemale pri vseh treh 
orodjih, razen za potencialni efektor PoStoSP06, kateremu PrediSi ni predvidel mesta 
cepljenja. Sekvence sec so k celotni teži potencialnih efektorjev prispevale med 3,33 in 4,26 
kDa. 
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Prehodno smo transformirali liste rastline N. benthamiana z domnevnimi efektorskimi 
proteini PoStoSP04, PoStoSP06, PoStoSP13, PoStoSP14, PoStoSP18 in PoStoSP28 v 
kombinaciji z zaviralcem utišanja p19 ter jih vizualizirali s konfokalnim makroskopom Leica 
Microsystems. 
Z uporabo kultur s plazmidi z vstavljenimi domnevnimi efektorskimi proteini, mešanimi s 
kulturami s plazmidom pBIN61 v razmerju 1:1, smo dosegli transformacijo večine celic 
(Slika 2, levo), pri čemer smo opazili fluorescenco v jedrih in v citoplazmi, kar predvidevamo 
zaradi oblike. Za natančnejšo lokalizacijo pa bi potrebovali označevalce posameznih celičnih 
razdelkov. S stokratnim redčenjem kulture s plazmidi z efektorskimi proteini (mešane s 
kulturo s plazmidom pBIN61 v razmerju 1:100, kot opisano v poglavju Materiali in metode) 
smo dosegli transformacijo posamezne celice (Slika 2, desno). Te posamezne celice smo nato 
opazovali pod makroskopom med štirinajst in šestnajst ur, sliko pa smo zajeli vsakih 30 min 
(Slika 4 in Slika 5). Rastline, transformirane samo s kulturami s plazmidom pBIN61, po 
pričakovanjih niso kazale fluorescence (Slika 3).   
Preglednica 1: Ocene velikosti efektorskih proteinov z in brez sekvence sec in velikosti efektorskih proteinov s 
sekvenco sec spojenih z EYFP 
Ime efektorja 
Velikost proteina brez 
sekvence sec (kDa) 
Velikost proteina s 
sekvenco sec (kDa) 
Velikost proteina s sekvenco 
sec,  spojenega z EYFP (kDa) 
PoStoSP04 27,33 31,12 58,12 
PoStoSP06 55,93 59,50 86,5 
PoStoSP13 25,85 30,11 57,11 
PoStoSP14 64,45 68,57 95,57 
PoStoSP18 59,57 63,29 90,29 
PoStoSP28 13,91 17,24 44,24 
 
Pri opazovanju celic transformiranih z GFP nismo opazili vzorca proteinskega gradienta, 
značilnega za difuzijo proteinov med celicami (Priloga B). Prav tako tega vzorca nismo 
opazili pri slikah posameznih celic transformiranih s potencialnimi efektorskimi proteini 
(Priloga A1, Priloga A4, Priloga A5, Priloga A6,), razen pri eni sliki potencialnega efektorja 
PoStoSP06 (Priloga A2), kateri je sledil tudi posnetek te regije. Na sliki vidimo celico z 
močno fluorescenco, ki jo obdajajo celice s šibko fluorescenco. Pri drugih ponovitvah 
transformacije posameznih celic z istim potencialnim efektorjem tega vzorca nismo uspeli 
ponoviti (Priloga A3). 
Z opazovanjem posameznih celic, transformiranih z domnevnimi efektorskimi proteini, smo v 
času šestnajst ur opazili intenzivno premikanje proteina znotraj celice in njenih razdelkov. 
Premikanje je bilo vidno predvsem po citoplazmi in endoplazemskem retiklu, jedra pa so 
enakomerno svetila. V nobenem primeru nismo opazili difuzije efektorja med celicami in vivo 
(Slika 4 in Slika 5), prav tako je nismo opazili pri enakem opazovanju posamezne celice 
transformirane z GFP proteinom. Celotni posnetki za vseh šest domnevnih efektorjev in za 
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GFP so dostopni na spletni strani projekta ARRS Ingrapa na odseku Deliverables 
(http://projects.nib.si/ingrapa/deliverables/).  
  
Slika 2: Levo: Posnetek lista rastline N. benthamiana transformiranega z efektorjem PoStoSP18, in zaviralcem 
utišanja p19 v razmerju 1:1 (OD600=0,3) Desno: Posnetek lista rastline N. benthamiana transformiranega z 
efektorjem PoStoSP18 in z zaviralcem utišanja p19 v razmerju 1:100 (OD600=0,3) 
 
 
Slika 3: Posnetek lista rastline N. benthamiana transformiranega z zaviralcem utišanja p19 (OD600=0,3) 
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4 RAZPRAVA IN SKLEPI 
4.1 RAZPRAVA 
Z redčenjem kulture s plazmidi z domnevnimi efektorskimi proteini smo uspeli transformirati 
posamezne rastlinske celice. V primeru uspešne difuzije fluorescentno označenega proteina bi 
opazili značilen vzorec difuzije med celicami: eno sama celico z visoko intenziteto 
fluorescence, obkroženo z več sosednjimi celicami z manjšo intenziteto (Liarzi in Epel, 2005).  
Prav tako bi lahko nastanek tega vzorca opazovali v časovnem obdobju šestnajstih ur, ko bi se 
fluorescentno označeni proteini domnevno po plazmodezmah širili iz izvorne celice v 
sosednje. Tega vzorca pri opazovanju posamezni h transformiranih celic z eno izjemo 
nismo opazili, niti nismo difuzije opazili z opazovanjem v časovnem obdobju šestnajstih ur. 
To velja tako za celice transformirane z domnevnimi efektorskimi proteini, kot tudi za celice 
transformirane z GFP. 
Crawford in Zambryski (2001) poročata, da se SEL plazmodezem za pasivno difuzijo 
spreminja glede na fiziološko stanje rastline, proteini s tarčno sekvenco za prehajanje skozi 
plazmodezme pa so prehajali enako učinkovito v vseh pogojih. Ugotovili so, da je difuzija 
lažja v mlajših, ponornih listih, kot v starejših listih, ki so vir sladkorjev. 2×GFP (spoj dveh 
GFP proteinov, 54 kDa) je lahko difundiral med celicami vseh, razen najstarejših listov, 
3×GFP (81 kDa) pa ni mogel difundirati. Difuzija je bila na splošno boljša v rastlinah, gojenih 
v rastlinjaku, kot pri rastlinah, gojenih sterilnih posodah. Poizkuse sta izvedla na štirih vrstah 
tobaka, od katerih je N. benthamiana izkazala največjo stopnjo pasivne difuzije. Liarzi in Epel 
(2005) sta ugotovila, da je difuzija slabša v listih, dlje časa izpostavljenih svetlobi. Čeprav so 
naši domnevni efektorski proteini večji zaradi fuzije z EYFP, bi lahko na podlagi rezultatov 
Crawford in Zambryski (2001) sklepali, da je tudi v odsotnosti tarčnih sekvenc za premikanje 
skozi plazmodezme možna pasivna difuzija vsaj efektorja PoStoSP28 (44,24 kDa), morda pa 
tudi PoStoSP04 (58,12 kDa) in PoStoSP13 (57,11 kDa), katerih velikosti so blizu velikosti 
2×GFP. Pri tem smo prisotnost sekvence sec kot možno oviro za difuzije izključili zaradi 
majhnega prispevka k teži celotnega spojenega proteina. Iz rezultatov naših poskusov s 
transformacijo z GFP je razvidno, da v našem sistemu ne morejo difundirati niti molekule 
velikosti 27 kDa. 
Zaradi rezultatov poskusov transformacije z GFP tudi domnevamo, da vzorec, opazen na sliki 
potencialnega efektorja PoStoSP06 (Priloga A2), ni posledica difuzije proteina med celicami, 
čeprav ji je nastali vzorec na videz podoben. Velikost potencialnega efektorja po spoju z 
EYFP je 86,5 kDa, kar je veliko več od GFP in tudi več od največje velikosti fitoplazemskega 
efektorja, ki jo poročajo Bai in sod. (2009). Bolj verjetna razlaga nastanka tega vzorca je, da v 
tem primeru ni prišlo do transformacije posamezne celice, ampak več celic v neposredni 
bližini. To opisujeta v svojem poskusu tudi Liarzi in Epel (2005), verjetnost te razlage pa 
potrjujeta tudi bližnji skupek transformiranih celic, ki ga vidimo na posnetku in dejstvo, da na 
njem nismo opazili difuzije.   
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Razlog, zakaj v našem sistemu difuzije proteinov med celicami nismo opazili, ni znan. Možno 
pa je, da so imele naše poskusne rastline zmanjšano prehodnost plazmodezem zaradi odziva 
na bakterijsko okužbo z A. tumefaciens. Lee in sod. (2011) so pokazali, da se prehodnost 
plazmodezem spremeni ob okužbi s Pseudomonas syringae in, da so bile mutirane rastline z 
nefunkcionalnim proteinom PDLP5 bolj dovzetne za okužbe. PDLP5 je v plazmodezmah in 
nadzoruje nalaganje kaloze v signalni poti salicilne kisline (Wang in sod., 2013), ki je glavni 
signal za aktivacijo rastlinskega imunskega odziva (Métraux in sod., 1990). Kaloza se kot 
odziv na okužbo naloži v plazmodezmi in prepreči izmenjavo snovi med rastlinskimi 
celicami. Prehodnost plazmodezem je torej pomemben dejavnik pri obrambi rastlin pred 
okužbami. V večini prej omenjenih poskusov, kjer so spremljali difuzijo proteinov med 
celicami, so za transformacijo uporabili biolistiko, kar v rastlinah ni sprožilo imunskega 
odziva. O uspešnem opazovanju difuzije proteinov po transformaciji z A. tumefaciens sicer 
poročata Liarzi in Epel (2005), ki rezultatov in podrobnosti postopka nista objavila, ter Lim in 
sod. (2010), ki so delali na listnih izsečkih dimenzij 1x1 cm, ne na listih, ki bi se še vedno 
držali rastline. Na Nacionalnem inštitutu za biologijo zaenkrat tudi pri drugih poskusih še 
nismo uspeli opaziti difuzije GFP med rastlinskimi celicami (Lukan, 2018).  
Na nekaterih šestnajsturnih posnetkih s konfokalnim makroskopom je razvidno potovanje 
celic od desne proti levi strani vidnega polja, včasih tudi do te mere, da celica izgine iz 
območja zajemanja slike. Potovanja nismo podrobno raziskali, ker pa se premikajo vedno v 
enaki smeri, lahko to pripišemo rasti rastline ali spremembi turgorja. Ko smo rastline po 
šestnajstih urah opazovanja vzeli iz komore, so listi ostali v ukrivljenem položaju. Do 
premikanja je prišlo le pri nekaterih rastlinah, na videz naključno, saj je snemanje potekalo 
čez noč in razen laserja za zajemanje, ki se je prižgal na 30 min, ni bilo v sobi virov svetlobe. 
Čeprav z opazovanjem in vivo obnašanja fluorescentnih proteinov v rastlinah dobimo 
najboljši približek stanja v naravi, N. benthamiana ni naravni gostitelj 'Ca. P. solani' in ob 
okužbi ne kaže bolezenskih znamenj. Izbrali smo jo, ker so postopki agroinfiltracije na njej 
najbolje preizkušeni, boljši odraz resničnih odzivov gostiteljske rastline pa bi bili poskusi na 
vinski trti. Te v naših laboratorijih še nismo uspeli prehodno transformirati.   
4.2 SKLEPI 
Z redčenjem kulture A. tumefaciens je bilo mogoče transformirati posamezne rastlinske celice, 
da smo lahko opazovali difuzijo fluorescentnih proteinov.  
V našem sistemu domnevni efektorski proteini niso difundirali med celicami, prav tako ni 
difundiral GFP. Ker difuzije ni bilo mogoče opaziti, nismo mogli zožiti nabora kandidatov za 
efektorske proteine. Sklepamo lahko, da naši domnevni efektorski proteini ne vsebujejo 
signalnih sekvenc, ki bi jim določale gibanje med celicami ne glede na fiziološko stanje 
rastline. Prejšnje objave opazovanja difuzije proteinov nakazujejo, da bi moral vsaj GFP 
prosto prehajati med celicami N. benthamiane po plazmodezmah. Ker njegove difuzije nismo 
opazili, je možno, da je prišlo pri našem poskusu do imunskega odziva v transformiranih 
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rastlinah zaradi izbrane metode transformacije. Posledica tega imunskega odziva je lahko 
zmanjšana prepustnost plazmodezem. 
Opazovanje v šestnajsturnem časovnem okviru ni razkrilo difuzije proteinov med celicami, je 
pa bilo opazno premikanje znotraj celice po njenih razdelkih, še posebej po citoplazmi in 
endoplazemskem retiklu. 
V prihodnjih raziskavah domnevnih efektorskih proteinov fitoplazme 'Ca. P. solani' bi bilo 
smiselno ponoviti poskus z uporabo biolistične metode namesto agrotransformacije, da bi 
ugotovili, ali se pojavi difuzija proteinov. Zanimivo bi bilo podrobneje raziskati razloge, zakaj 
v našem laboratoriju nismo opazili difuzije GFP med celicami N. benthamiane, čeprav je po 
literaturi sodeč ta difuzija možna. 
5 POVZETEK 
Fitoplazme so intracelularni rastlinski patogeni, ki živijo v floemu gostiteljskih rastlin in 
črevesju ter žlezah slinovkah žuželčjih prenašalcev. Imajo majhne genome, ker so zaradi 
parazitnega načina življenja izgubile veliko genov vpletenih v osnovni metabolizem. V 
rastlinskih celicah preživijo tako, da iz citoplazme črpajo osnovne gradnike, ki jih ne 
proizvajajo same. Fitnes si izboljšajo tudi s sintetiziranjem efektorskih proteinov, ki lahko 
potujejo po celi rastlini in spremenijo izražanje rastlinskih genov na način, ki koristi 
fitoplazmi.  
V Sloveniji fitoplazma 'Ca. P. solani' na vinski trti povzroča bolezen počrnelosti lesa in s tem 
ekonomsko škodo. Prenaša jo svetleči škržatek. V tej nalogi smo želeli preučiti domnevne 
efektorske proteine 'Ca. P. solani' podtipa BN601. Predvidevali smo, da bodo potencialni 
efektorski proteini lahko difundirali med rastlinskimi celicami. Da bi to difuzijo lahko 
opazovali, smo z domnevnimi efektorskimi proteini transformirali posamezne celice. 
Domnevne efektorske proteine, vstavljene v plazmidni vektor pH7WGY2 in spojene z EYFP, 
smo  z metodo agrotransformacije prehodno izrazili v rastlinah N. benthamiana in izražanje 
ojačali s hkratno transformacijo z zaviralcem utišanja p19. Kot kontrolo transformacije smo 
uporabili rastline transformirane s p19, kot kontrolo difuzije proteinov med celicami pa 
rastline transformirane z GFP, ki je v prejšnjih raziskavah že pokazal sposobnost difuzije med 
rastlinskimi celicami. Rezultate smo opazovali s konfokalnim makroskopom Leica 
Microsystems. Slike smo zajemali med štirinajst in šestnajst urami na vsakih trideset minut. 
Da bi bili rezultati čim bolj podobni stanju v naravi, smo opazovali liste pritrjene na rastlino.  
Z redčenjem kultur A. tumefaciens smo uspešno transformirali posamezne rastlinske celice. 
Na posnetkih celic transformiranih z domnevnimi efektorskimi proteini in z GFP smo opazili 
intenzivno premikanje proteinov znotraj celice, difuzije v sosednje celice pa ni bilo.  
Z bioinformatsko analizo smo tudi ocenili velikost naših domnevnih efektorskih proteinov 
spojenih z EYFP. Zaradi spoja z EYFP so bili naši domnevni efektorski proteini za 27 kDa 
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večji, a še vedno podobne velikosti, kot efektorski proteini ostalih fitoplazem. Glede na 
dosedanje objave pa je nenavadno, da v rastlinskih celicah ni prišlo niti do difuzije GFP. 
Domnevamo, da je to posledica imunskega odziva rastline na okužbo z A. tumefaciens, s 
katero smo izvedli transformacijo.  
Preučevanje interakcij efektorskih proteinov 'Ca. P. solani' z gostiteljskimi rastlinami je 
pomembno za razumevanje nastanka navadne trsne rumenice in za razvoj pripravkov, ki bi 
rastline lahko pred njo zaščitili. V prihodnje bi bilo potrebno preučiti, zakaj je v našem 
primeru do tega imunskega odziva prišlo in ponoviti poskus z drugo metodo transformacije. 
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Slike celic transformiranih s potencialnimi efektorji 
 
 
Pril. A1: Slika posamezne celice transformirane s potencialnim efektorjem PoStoSP04 
 
 
Pril. A2: Slika celic transformiranih s potencialnim efektorjem PoStoSP06 
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Pril. A3: Slika posamezne celice transformirane s potencialnim efektorjem PoStoSP06 
 
 
Pril. A4: Slika posamezne celice transformirane s potencialnim efektorjem PoStoSP13 
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Pril. A5: Slika posamezne celice transformirane s potencialnim efektorjem PoStoSP14 
 
 





Strah R. Analiza potencialnih efektorjev fitoplazme 'Candidatus Phytoplasma solani'… Nicotiana benthamiana. 










Strah R. Analiza potencialnih efektorjev fitoplazme 'Candidatus Phytoplasma solani'… Nicotiana benthamiana. 





Slika rezultatov analize potencialnih efektorjev s programom PrediSi, ki odkriva sekvence sec 





Sredinska črta predstavlja vrednost 0,5 ki smo jo izbrali za prag zaznave mesta cepitve. Slike so v zaporedju od 
leve proti desni in od zgoraj navzdol. PoStoSP04 ima rez na mestu 32, PoStoSP06 nima predvidenega mesta 
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 PRILOGA D 
 
Tabela rezultatov analize potencialnih efektorjev s programom PRED-TAT, ki odkriva 


































Slika rezultatov analize potencialnih efektorjev s programom SignalIP, ki odkriva sekvence 





Mesto cepitve sekvence sec 
PoStoSP04 1 32 
PoStoSP06 1 31 
PoStoSP13 0,989 34 
PoStoSP14 0,999 33 
PoStoSP18 0,999 31 
PoStoSP28 0,999 31 
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Število C pomeni rezultat iskanja mest cepljenja, število S rezultat iskanja signalne sekvence in število Y rezultat 
geometričneo povprečja števila C in naklona števila S. Ime potencialnega efektorja je označeno na vrhu vsake 
slike. PoStoSP04 ima rez na mestu 32, PoStoSP06 na mestu 31, PoStoSP13 na mestu 34, PoStoSP14 na mestu 
33, PoStoSP18 in PoStoSP28 pa na mestu 31. 
